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ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk melihat performansi metode purifikasi dengan kromatografi
kofom interaksi hidrofobik untuk memurnikan enzim kitosanase yang diisolasi dari Bacillus
licheniformis MB-2. Matriks Butyl Sepharose 4FF lelah digunakan untuk memisahkan enzim
kitosanase dari campuran enzim yang ada pada ekstrak kasar. Konsentrasi amonium sulfat
optimal yang diperlukan untuk memaksimalkan interaksi tersebut adalah 30% tingkat kejenuhan
(TK). Profil elusi menggunakan gradien amonium sulfat 30%-0% TK menghasilkan 2 fraksi aktif
kitosanase, yaitu F1 dan F2, dan ketika elusi dilakukan dengan larutan amonium sulfat 10%-0%
TK, didapatkan 2 fraksi aktif tambahan yaitu F3 dan F4. Pengecekan kemurnian dengan
elektroforesis terdenaturasi (SDS-PAGE) yang diwarnai dengan larutan perak nitrat
memperlihatkan bahwa fraksi F2 telah murni, yang ditunjukkan oleh adanya 1 pita pada gel SDS-
PAGE tersebut, sedangkan fraksi F1, F3 dan F4 belum murni. Penggunaan kolom kromatografi
dengan matriks interaksi hklrofobik berhasil memisahkan satu fraksi mumi (F2) dengan perolehan
29Yo.
ABSTRACT : Application of hydrophobic intenction chromatognphy for chitosanase pu-
rification. By: Ekowati Chasanah,ltaggy T. Suhartono, and Sumpeno Putro
The objective of the study was to obtain hydrophobic interaction chromatography pertor-
mance for purification of Bacillus licheniformis MB-2 chitosanase. Butyl Sepharose 4FF matrix
was used to fractionate the enzyme from crude extract. The optimum concentration of ammonium
sulphate used to maximize hydrophobic interaction was 30% saturation. The fractionation re-
sulted 2 active peaks, i.e Fl and F2, when elution was done using gradient ammonium sulphate
of 30o/e0% saturation, while 2 more active peaks, F3 and F4, were obtained when lower amonium
sulphate gradient was use4 i.e 10o/o-0%o saturation. SDS-PAGE analysis showed that F2 was
relatively pure indicated by 1 band of protein in the gel, while Fl, F3 and F4were not. ltcan be
concluded that pure fraction of F2 (29%) can be obtained by single step purification by hydropho-
bic interaction of coloumn chromatography .
KEYWORDS: hydrophobic intenction chromatognphy, puriftcation, ctritosanase
PENDA}IULUAN
Enzim kitosanase merupakan enzim yang penting
untuk menghasilkan kitosan oligomer yang bermutu
tinggidan bersifat relmah lingkungan. Produk kitosan
oligomer hasil hidrolisis eru im tersebut akhir-akhir ini
s€rngat populer karena mempunyai sifat fungsional
yarg bermanfaat untuk kesehatan manusia, misalnya
mampu menghambat pertumbuhan sel kanker,
mengikat kolesterol dan lemak dalam saluran
pencernaan,dll. (Tsigos et al.,20QA; Anon., 20O'l).
Karena itu, kitosan oligomertelah digunakan sebagai
komponen utama berbagai produk suplemen
kesehatan atiaupun produk medis yang memiliki pasar
sangat baik. Untuk aplikasi medis, diperlukan
beberapa syaratantara lain ukuran oligomeryang lebih
seragam dengan kemurnian tinggi.
Apabila diinginkan produk oligomer dengan ukuran
yang seragam maka diperlukan enzim yang relatif
murni sehingga dihasilkan produk turunan yang
bersifat sangat spesifik, sesuai dengan target dan
tidak tercampur dengan produk enzim lain. Enzim
mumijuga diperlukan apabila ingin mempelajari lebih
lanjut karaKer enzim tersebut, termasuk di dalamnya
kinetika, struktur enzim dan urutan protein
penyusunnya. Dengan mengetahui struKur dan urutan
asam amino terutiama pada dan di sekitar sisi aKifnya,
maka rekayasa protein dan rekayasa genetika dapat
dilakukan, sehingga enzim yang lebih stabil dan
ekonomis dapat diproduksi secara masal.
Dari penelitian terdahulu diketahui bahwa enzim
kasar kitosanase Bacillus licheniformis MB-2 memiliki
karakteristik unik yaitu bersifat tahan panas. Enzim
'r Peneliti pada Balai Besar Pengolahan Produk dan Bioteknologi Kelautan dan Perikanan
'1 Pendlti pada Pusat Riset Bideknologi Institut Pertanian Bogor
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ini bekerja optimal pada suhu 80"C dan pH 6
(Chasanah et a|.,20021. Upaya untuk mendapatkan
enzim murni sangat diperlukan untuk mengetahui
karakteristik lebih lanjut enzim tersebut dan aplikasi
komersial ke depannya.
Dalam menentukan metode pemurnian yang akan
digunakan, maka informasi tentang protein, di
antaranya titik isoelektris dan komposisi asam amino
penyusun protein enzim sangat diperlukan. Karena
minimnya informasi tersebut pada erzim kasar, maka
pendekatan dari beberapa pustaka telah dilakukan.
Kitosanase yang dihasilkan oleh bakteri memiliki
kisaran titik isoelektris pada pH 7,5-10,1 dan berat
molekul 27-85,62 kD (Somashekar & Joseph, 1996;
Kimoto et a|.,2002). Beberapa matriks yang telah
dig unakan untuk memumi kan kitosanase di antiaranya
adalah kombinasi antara penukar anion/kation dan gel
filtrasi (Seino et a/., 1991; Yoshihara et al., 1992;
Shimosaka ef a/., 1995; Kurakake et a1.,2000; Kimoto
et a\.,2002; Choi et al.,20M), sedangkan Parket al.
( 1 999) melaporkan peng g unaan i soel ectri c focusi ng
(lF) setelah pemakaian gel filtrasi. Upaya penggunaan
kolom kromatografi menggunakan matriks penukar
kation (CM-Sepharose) maupun anion (DEAE
Sepharose) untuk memurnikan enzim kitosanase 8.
licheniformis MB-2 ternyata tidak berhasil, dan yield
atau perolehannya sangat kecil (Chasanah, 2002).
Karena itu, alternatif penggunaan matriks selain
penukar kation dan anion perlu dicoba.
Dalam penelitian ini dicoba penggunaan
kromatog raf i ko lom me ngg u na kan matri ks i ntera ksi
hidrofobik untuk memurnikan kitosanase 8.
licheniformis MB-2. Metode ini merupakan metode
yang mild dan dilaporkan memiliki perolehan dan
kapasitastinggi (Roe, 1989; Eriksson, 1998). Dalam
kromatografi ini, campuran protein yang akan
dipisahkan berfungsi sebagai fase bergerak,
sedangkan matriks yang memiliki ligan hidrofobik
berfungsi sebagai fase diam. Tujuan dari penelitian
ini adalah untuk mendapatkan performansi metode
pemurnian berdasar pada interaksi hidrofobik untuk
kitosanase B. licheniformis MB-2.
BAHANDANMETODE
Bahan Kimia
Butyl Sepharose 4FF, Sephadex G-25, kitin dan
kitosan (85% deasetilasi) serta bahan-bahan untuk
pembuatan larutan penyangga diperoleh dari Sigma.
Kitosan koloidal (sekitar 76% deasetilasi) dibuat
secara kimia sesuai metode Trudel & Asselin (1989).
Semua reagen dan bahan mikrobiologi yang
digunakan adalah grade analitik.
ProduksiEnzim
Enzim diproduksi menggunakan media yang telah
dioptimasi, berisi0,24% kitosan, 0,25o/o casiton, 1%
MgSOo, 1 ,4o/o KrHPOo, 0,02o/o CaClr.2HrO, 0,002%
FeSOo.THrO. Sebanyak 15% starter (dari 1 loop
bakteri, umur sfarfer 20 jam) digunakan untuk
menginokulasi medium cair, dan diinkubasi 7 hari
dalam penangas air pada suhu 55oC dan diaduk pada
120 rpm. Ekstrak kasar enzim diperoleh dengan
melakukan sentrifugasi pada 4000 g selama 30 menit
pada 40C, dan selanjutnya, supematan (ekstrak erzim
kasar) disimpan dalam refrigerator bersuhu 4oC. So-
dium azide sebanyak O,O2o/o (b/v) ditambahkan ke
dalam ekstrak tersebut untuk mengau,etkan.
Penelitian Pendahuluan
Penelitian pendahuluan ditulukan untuk
mendapatkan penyerapan tertinggi atau protein tar-
get terbuang yang paling rendah pada matriks berligan
hidrofobik. Konsentrai amonium sulf;at yang dicobakan
adalah 10o/o,20Yo dan 30% tingkat kejenuhan (TK)
yan g d i h itung berdasarkan Tabel Presi pitasi Am mo-
nium Sulfat (Bollag & Edelstein, 1991). Disiapkan 3
kolom mini (tip berukuran 10 mL dengan ujung tip
diberi kapas), dan diisi masing-masing dengan 2 mL
matriks Butyl Sepharose 4FF. Ke dalam kolom
tersebut dimasukkan 15 mL air bebas ion, diikuti
dengan larutan amonium sulfat 10%, 20o/o dan 30o/o
TK, masing-masing untuk kolom 1,2dan3. Sebanyak
5 mL enzim kasar (3 set) masing-masing ditambahkan
amonium sulfat (10%, 20o/o dan 30% TK), dan
dilarutkan perlahan-lahan pada kondisi dingin (40C).
Masing-masing enzim kasar yang telah ditambah
dengan amonium sulfat tersebut dialirkan ke dalam
kolom yang telah diekuilibrasi disesuaikan dengan
perlakuan. Tetesan buangan ditampung, dianalisis,
dan dihitung sebagai protein target terbuang (TO).
Elusi protein yang terikat dilakukan dengan
mengalirkan 8 mL larutian amonium sulfat (10%, 20%,
30% TK) pada kolom 1,2 dan 3 yang dilanjutkan
dengan mengalirkan larutan penyangga fosfat 20 mM,
pH 6 (konsentrasiamonium sulfat 0%). Tetesan eluen
ditampung dan dianalisis.
Pemu rnian Berdasar Interaksi Hidrofobik
Pemurnian dilakukan pada suhu ruangan
berpendingin (20"C). Kolom (0,5 x 15,5 cm) dipak
dengan matriks Butyl Sepharose 4 FF dan diekuilibrasi
dengan larutan penyangga fosfat 0,05 M (pH 6) yang
berisi amonium sulfat (30% TK). Erzim kasar (75 mL)
yang telah ditambah amonium sulfat (30% TK)
dialirkan ke dalam kolom dengan kecepatan 14 mLljam. Kolom selanjutnya dicuci dengan larutan
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penyangga fosfat 0,02 M (pH 6)yang telah ditambah
amonium sulfat (30% TK). Elusi dilakukan dengan
menggunakan larutan penyangga fosfat 0,02 M pH 6
yang mempunyaigradien amonium sulfat (30%-0%
TK), dengan kecepatan alir24 mUjam. Setiapfraksi
(3 dan 5 mL) dianalisis enzim kitosanase dan kadar
proteinnya dengan mengukur absorbansi pada 280
nm. Fraksi positif dikumpulkan (Fl)dan dikonsen-
trasikan dengan ultrafiltrasi yang memiliki ukuran
pemisahan 10 kD menggunakan Vivaspin (1000-3000
rpm, 4oC, 3 menit). Protein enzim yang berukuran >
10 kD tetap berada di atas membran, sehingga dapat
dipisahkan dari materi yang berukuran < 10 kD yang
akan lolos ke bawah melalui membran tersebut.
Pemurnian Berdasarkan Ukuran Molekul
(FiltrasiGel)
Tahap ini merupakan lanjuEn daribhap pemurnian
di atas, yaitu untuk F1. Matriks yang digunakan
adalah Sepha&x G-75. Sebanyak 1, 5 gram Sephadex
G-Z5direndam dalam larutan penyangga fosfat 0,05
M pH 6 selama 12 jam di penangas air bersuhu 80oC.
Setelah tahapan penghilangan gas, matriks dipak ke
dafam kolom berukuran 40x 1cm, dan ekuilibrasi
dilakukan dengan mengalirkan 50 mL larutan
penyangga fosfat 0,05 M pH 6. Sampel fraksi Fl
sebanyak 2 mL, setelah dikonsentrasikan, dialirkan
ke dalam kolom. Elusi dilakukan dengan larutan
penyangga yang sama dengan mengatur kecepatan
tetesan 4 mL/jam. Fraksi (1,5 mL) ditampung dan
dianalisis kadar protein (absorbansi pada 280 nm)dan
kitosanasenya.
Esai Enzim Kitosanase
Esai enzim kitosanase dilakukan menurut Yoon
et al. (2001) dengan modifikasi. Campuran reaksi(100
pL kitosan larut air 1%, 100 pL 0,05 M penyangga
fosfat pH 6 dan 100 pL enzim) diinkubasikan pada
suhu optimum enzim murni (70oC)selama 30 menit.
Reaksi dihentikan dengan membekukan campuran
reaksi selama 15 menit di dalam freezer. Jumlah
produk yang terbentuk dideteksi dengan reaksi
pewarnaan Scha/es (Uchida & Ohtakara, 1998)
sebagai berikut: 200 pL campuran reaksiditambah
dengan 800 pL akuades dan 1 mL reagen Scha/es.
Selanjutnya tabung reaksi yang berisi campuran
tersebut dididihkan selama 15 menit, disentrifugasi
pada 3009 selama 10 menit. Absorbansidibaca pada
X=420 nm. Blanko disiapkan dengan mengganti
sampel dengan akuades. Satu unit aktivitas
kitosanase didefinisikan sebagai jumlah enzim yang
mampu menghasilkan 1 pmol gula reduksi
(glukosamin) per menit.
Elektrcforcsis
Elektroforesis dilakukan secara terdenaturasi
(SDS-PAGE) untuk mengecek kemurnian enzim.
SDS-PAGE dilakukan pada gel akrilamid 10o/o, pda
50 volt dan 25 mA. Fraksi aktif hasil pemurnian (100
;rL) dikonsentrasikan dengan TCA 10%, dan endapan
yang diperoleh diberi 15 pL larutan penyangga sampel
(1 5% sukrosa , 2,5% sodium dodesil sulfat dalam 125
mM Tris-Cl pH 6,7). Setelah diresuspensikan dergan
larutan penyangga tersebut, sampel diinkubasikan
dalam penangas air yang mendidih selama 5 menit,
dan dimasukkan ke dalam sumur gel. Setelah proses
pemisahan berakhir, gel diwamai dengan larutan perak
nitrat (Bollag & Edelstein, 1991).
HASIL DAN BAHASAN
Hasil penelitian pendahuluan (Tabel 1)
menunjukkan bahua protein target dapat diikat secara
maksimal atau terbuang/lolos secara minimal ketika
digunakan larutan amonium sulfat (30% TK). Pada
penggunaan amonium sulfat dengan konsentrasi 30%
TK tersebut, protein target yang lolos atau tidak
menempel pada matriks adalah paling rendah yaitu
15%. Garam, dalam penelitian inidigunakan amonium
Tabel 1. Aktivitas kitosanase pada ekstrak kasar (K), yang terikat pada matriks (B) dan terbuang (TO)
Table 1 . Chitosanase activity of crude extract (K), bound at matrix (B) and through out (TO) sample
TK amm sulfaU Aktivitas kitosanase (U/ml)./Chifosanase activity ( U/m L)Saturation degree of




1.143 + 0.001 0.699 t 0.002 (51.9%)
1.559 + 0.002 0.623 + 0.001 (40%)
1.428 t0.002 0.968 r 0.001 (68%)
0.482 + 0.002 (42.2Vo',)
0.456 + 0.002 (29.2Vo\
0 219 t 0.001 (15.3%)
Catatan/Nofe: ' merupakan nilai rata-rata dari 2 ulanganlAverage value of 2 reptications
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sulfat, diperlukan untuk mendukung terjadinya
interaksi hidrofobik antara protein target dengan
matriks yang memiliki ligan gugus hidrofobik. Dalam
suasana pelarut yang mengandung amonium sulfat
(30% TK), interaksi hidrofobik antara protein target
dengan matriks menjadi maksimal sehingga protein
yang lolos minimal. Untuk selanjutnya maka amonium
sulfat 30% TK digunakan pada kolom interaksi
hidrofobik untuk memisahkan kitosanase dari
Baci I I u s lich en iform i s MB-2.
Kemampuan protein untuk menempel/berinteraksi
dengan matriks ditentukan oleh jumlah asam amino
hidrofobik pada protein target. Meskipun secan umum
asam amino hidrofilik lebih mendominasi permukaan
protein pada strukturtiga dimensinya, beberapa asam
amirp hidrofobik diketiahui pula berada di permukaan
protein. Jumlah dan komposisi asam amino hidrofobik
pada setiap protein ini nantinya yang menentukan
seberapa kuat interaksi tersebut, yang membedakan
antiara satu protein dengan protein lain dan mendasari
pemisahan pada teknik ini (Roe, 1989; Eriksson,
1998). Pemisahan dilakukan dengan mengelusi pro-
tein menggunakan gradien negatif larutan garam, dan
protein yang bersifat kurang hidrofobik akan terelusi
lebih dulu atau terlepas pada konsentnasigaram yang
lebih tinggi dibanding protein yang bersifat lebih
hidrofobik.
Hasil pemisahan kitosanase dapat dilihat pada
Gambar 1 ketika elusidilakukan dengan menggunakan
gradien amonium sulfat 30%-0% TK. Dari profil
tersebut, didapat 2 fraksi positif yaitu F1 dan F2. Dari
hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa kitosanase
yang ada pada Fl bersifat lebih tidak hidrofobik
dibanding kitosanase F2.
Ketika gradien garam yang digunakan untuk elusi
diperkecil, yaitu 15olo{% TK, dengan kecepatan elusi
yang lebih rendah, maka terlihat 2 puncak kecil fraksi
di antara F1 dan F2, dan menjadi lebih jelas ketika
digunakan gradien garam yang lebih rendah yaitu 10%-
0o/o TK (Gambar 2 dan 3). Mempersempit kisaran
gradien garam merupakan salah satu teknik yang
biasa digunakan untuk memperoleh pemisahan yang
maksimal ketika telah diketahui kisaran konsentrasi
untuk pemisahan (Roe, 1989; Eriksson, 1998). Selain
amonium sulfat, gradien garam NaCl juga biasa
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Gambar 1. Profil elusi enzim kasar kitosanase 8. licheniformis MB-2 dengan gradient amonium sulfat 307o-
0%TK. (KeterarBan: volumeerzim kasarT5 mL, dengan kadarprotein 0,277 mglmL, dan kecepatan
elusi4 mUjam).
Figure 1. Elution profile of B.licheniformis M&2 crude chitosanase using gradient ammonium sutphate of
30o/r0%o saturation (Note: volume of enzyme applied was 75 mL, protein content 0.277 mg/mL ,

















Nomor fraksil F racti on n u m ber
--a- Absorbance __fF U/mL _ (NH,2SOo(1,o/o-0o/o)
Profil elusi enzim kasar kitosanase B. licheniformis MB-2 dengan gradien amonium sulfat 15%-
O%TK. (Keterangan : volume enzim kasar 75 mL, dengan kadar protein 0,277 mglmL Kecepatan
elusi4 mL/jam).
Elution profile of B. licheniformis MB-2 crude chitosanase using gradient ammonium sulphate
of 15o/o-0To (Note : volume of enzyme applied was 75 mL, protein content 0.277 mg/mL, elution


















































































1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56
No fraksi/Fra ct ion n u m b er
___q_Absorbance __r_ U/mL _ (NH4)2SO a (0%-0o/o)
Profilelusienzim kasar kitosanase 8. Iicheniformis MB-2 dengan gradien amonium sulfat 10%-
0% TK. (Keterangan : volume enzim kasar 75 mL, dengan kadar protein 0,277 mg/ml, dan
kecepatan elusi 2 mL/jam).
Elution profile of B. Iicheniformis MB-2 crude chitosanase using gradient ammonium sulphate
of 10%-0% (Note : volume of enzyme applied was 75 mL, protein content 0.277 mg/mL, elution
speed of 2 mUh).
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kromatografi jenis ini. Deterjen juga sering
ditambahkan pada larutan pengelusi apabila yang
dimurnikan adalah protein membran.
Gambar4 adalah pita-pita protein pada SDS-PAGE
yang memperlihatkan tingkat kemu rn ian fraksi-fraksi
hasil pemisahan. Fraksi F1, F3 dan F4 masih belum
murni yang ditunjukkan oleh adanya lebih dari satu
pita protein pada gel, sedangkan F2 terlihat sebagai
pita tunggal, yang berarti F2 sudah murni. Kemampuan
memurnikan kitosanase melalui satu kali tahap
pemurnian seperti F2 merupakan keberhasilan yang
jarang dilaporkan (Seino et a|.,1991; Yoshihara et
al., 1992; Shimosaka et al., 1995; Park et a\.,1999;
Kurakake et al.,2000; Kimoto et al., 2002; Choi ef
a 1., 2004). Kitosa nase yan g d i isolasi da ri Aspergl/us
adanya perbedaan struktur kitosanase B.
licheniformis MB-2 dengan kitosanase dari mikroba
lain. Asam amino non polar diduga berjumlah lebih
banyak pada struktur luar kitosanase B. licheniformis
MB-2 dibanding kitosanase yang selama ini
dilaporkan.
Pemurnian lanjutan dilakukan terhadap fraksi F1
dengan filtrasi gel menggunakan matriks Sephadex
G-7 5 yang memiliki kemampuan memisahkan molekul
dengan ukuran 18-75 kD. Sebelum dimasukkan ke
dalam kolom gelfiltrasi, fraksi F1 dikonsentrasikan
ke dalam tabung ultrafiltrasi yang memiliki ukuran
saringan 10 kD. Molekul dengan ukuran > 10 kD,
termasuk protein enzim, akan tertahan, sedangkan







Gambar 4. Hasil SDS-PAGE fraksi-fraksi aktif pada kolom kromatografi dengan elusi gradien amonium sulfat
10%-0%TK.
Figure 4. SDS-PAGE of active fractions eluted by gradient of 10%-0% ammonium sulphate.
dilaporkan dapat dimurnikan dengan satu tahap
pemurnian dengan kromatografi penukar kation
(Cheng & Li, 2000). Karena itu, laporan ini diduga
merupakan laporan pertama pemurnian enzim
kitosanase dari bakteri melalui satu tahap pemurnian
menggunakan kromatografi interaksi hidrofobik (Seino
et al.,1991; Yoshihara et al., 1992: Shimosaka ef a/.,
1 995; Park et al., 1999; Kurakake et al., 2000: Kimoto
et al., 2002; Choi ef al., 2004). Keberhasilan
pemurnian kitosanase ini dengan kolom kromatografi
interaksi hidrofobik menunjukkan kemungkinan
24
Dari profil elusifraksi Fl yang dipisahkan dengan
Sephadex G-25 (Gambar 5), ternyata Fl terpisah
menjadi 2 fraksi, yaitu fraksi mayor (Fl a) dan minor
(F1b). Namun demikian, pada pengecekan dengan
SDS-PAGE yang diberi substrat kitosan, ternyata
masih terdapat 2 pita kitosanase (Gambar 6). Hal ini
dapat diartikan bahwa kemungkinan pertama
pemisahan dengan Sephadex G-25 belum mampu
memisahkan campuran enzim kitosanase yang ada
pada fraksi tersebut, atau enzim kitosanase yang
terdapat pada fraksi F1a tersebut memang terdiri dari




Gambar 5. Hasilzymogram (gel SDS-PAGE yang di letakkan di atas gel substrat) enzim kasar (broth), Fla
danF2.
Figure 5. Zymogram analysis (SDS-PAGE gel overlaid with substrate gel) of crude broth, F1a and F2
chitosanase enzyme.
2 unit protein yang tidak dapat dipisahkan,
Pengecekan ulang ke elektroforesis non denaturan
(PAGE native) harus dilakukan untuk membuktikan
apakah enzim kitosanase yang ada pada Fla berupa
protein yang memiliki 2 unit (enzim dimer) atau
memang terdiridari2 protein enzim (2enzim mono-
mer).
Kedua tahap pemurnian, baik dengan kolom
interaksi hidrofobik maupun dengan kolom gelfiltrasi
dilakukan pada ruang bersuhu 20oC, karena protein
yang dimurnikan bersifat stabil terhadap panas.
Meskipun tidak ada pengaturan dalam mengatur
kecepatan elusi, namun beberapa pengalaman














Gambar 6. Profil elusi pada pemurnian fraksi Fl dengan gel filtrasi menggunakansephadex G-75.
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merupakan salah satu kunci untuk mendapatkan
pemisahan yang baik (Roe, 1989; Eriksson, 1998)
Dalam percobaan initerlihat bahwa kecepatan elusi
yang rendah (2 mUjam)berperan dalam mendapatkan
fraksi murni F2. Kecepatan elusi diatur dengan
mempertimbangkan sifat protern enzim yang akan
dipisahkan yang akan berhubungan dengan suhu
ruangan tempat pemurnian dilakukan. Protein yang
bersifattjdak tahan panas tentunya memerlukan suhu
ruang pernurnian yang lebih rendah dan kecepatan
elusiyang tidak terlalu rendah dibanding protein yang
bersifat tahan panas. Karena itu, salah satu
keuntungan menggunakan enzim tahan panas atau
termostabil adalah penanganannya, termasuk dalam
tahap pemurnian, yang lebih mudah.
Perolehan enzim hasil pemisahan dan tingkat
kemurnian yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 2.
Enzim kitosanase murni (F2)diperoleh melalui satu
kali tahapan pemurnian dengan perolehan hasil 29%
hidrofobik, dengan protokol sebagai berikut: adsorpsi
protein enzim pada matriks dengan menggunakan
amonium sulfat (30% TK), dan elusidengan gradien
amonium sulfat (10%-0% TK), dengan kecepatan 2
ml/jam. Selain fraksi F2, didapat 3 fraksi lain yang
belum murni Perolehan fraksi F2 adalah 29o/o denoan
kelipatan kemurnian 26 kali.
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